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RESUMEN

Los RNAs no codificantes (ncRNAs) juegan un papel muy importante en los

procesos de regulación y tienen una funcionalidad significativa a nivel molecular.

Debido a su gran diversidad de tamaños (largos o cortos) y sus diversos

mecanismos de biogénesis y expresión, estos elementos genéticos pueden

participar en diversos procesos celulares que son esenciales para el correcto

funcionamiento de la célula.

La tecnología actual de secuenciación masiva de RNA (RNA-seq) han permitido la

identificación de nuevos RNAs pequeños que solamente se ven expresados en

ciertas condiciones. En este estudio se usó la técnica de RNA-seq para el análisis

de RNAs no codificantes (ncRNAs) aislados del organismo modelo

Schizosaccharomyces pombe.

Se analizaron los datos de librerías de ncRNAs obtenidos con la tecnología de

Ilumina Truseq, en dos condiciones de crecimiento (medio YE suplementado con

glucosa o medio YE suplementado con una mezcla de Glicerol/acetato) y se

alinearon sobre el genoma de Shizosaccharomyces pombe.

Posteriormente se determinó la expresión diferencial de los ncRNAs

identificados en ambas condiciones. Con estos análisis identificaron posibles

sitios de regulación para la expresión de estos ncRNAs en cada condición.
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INTRODUCCIÓN

El genoma de todo organismo almacena la información biológica necesaria para

que lleve a cabo las funciones características de los seres vivos, pero para ello

requiere de la actividad coordinada de enzimas, proteínas estructurales y

reguladoras codificadas en su genoma y que se deben expresar para participar en

complejas reacciones bioquímicas para poder responder a cualquier eventualidad

que se presente en su medio ambiente. El producto inicial de la expresión del

genoma de un organismo es la copia o transcrito de los genes individuales en

moléculas de RNA. El conjunto de genes que se expresan en RNA en un momento

dado ante un estímulo determinado se llama transcriptoma. La traducción de esta

colección de moléculas de RNA derivadas de los genes codificadores de proteínas

cuya información biológica es requerida por la célula en un momento determinado

se conoce como proteoma (Manzoni, Kia. Vandrovcova, et al,2018). Además de

los genes que codifican a proteínas, existen genes que se transcriben y cuyo

producto es un RNA con diferentes funciones, tal es el caso de los RNA

ribosomales (rRNA), RNA de transferencia (tRNA), RNA nuclear pequeño

(snRNA), entre otros. Aparte de los mencionados también se han identificado los

RNAs no codificantes (ncRNA). Estos transcritos de genes de ncRNA producen

moléculas de RNA funcionales en lugar de proteínas (Eddy, 2001). Los ncRNA

son frecuentes y prevalecen en todos los reinos, incluyendo archeas, bacterias y

eucariontes.

Los avances técnicos en los últimos años, en particular la secuenciación masiva

de DNA de siguiente generación (Next Generation DNAseq), ha brindado una

oportunidad  sin  precedentes  para  identificar  la  composición  de  los  genomas  y  al
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implementarse la secuenciación de RNA (RNAseq) se han identificado todos los

RNAs que se transcriben en las células, incluyendo nuevos RNAs que aún no han

sido caracterizados, entre ellos los ncRNAs, lo que permite investigar sus funciones

y mecanismos reguladores (Cheng et al.,2014). Generalmente el término de RNAs

pequeños (sRNAs) es utilizado para los transcritos bacterianos mientras que el

término ncRNA es ampliamente utilizado para los sRNAs eucarióticos. Los sRNAs

poseen una extensión variable y por lo general son menores a 200nt en bacterias

mientras que en eucariontes generalmente son menores que 30 nt y las tres clases

más conocidas son los siRNAs (del inglés small interfering RNAs), los miRNAs

(microRNAs) y los piRNAs RNAs (del inglés Piwi dependent small RNA) (Mattick

and Makunin 2006; Watanabe and Kanai 2011) y han sido identificados en la

mayoría de los organismos modelos empleados en laboratorio y constantemente

se siguen caracterizando nuevos ncRNAs. Dentro de estos, se han reportado

ncRNAs largos (lncRNAS) que se caracterizan por tener más de 200 nucleótidos

de longitud y muestran diversos mecanismos de regulación para responder al

estímulo ambiental. En las levaduras, se ha observado la producción de múltiples

lncRNAs que tienen un proceso de degradación rápido, pero que regulan la

expresión génica meiótica en Schizosaccharomyces pombe, o tienen mecanismo

de silenciamiento mediados para la entrada de diferenciación sexual en

Saccharomyces cerevisae, además de que juegan un papel importante en la

modificación de la cromatina (A. Yamashita, et al., 2015). Aunque se ha asignado

una función a muchos loci no codificantes individuales, la mayoría no están

caracterizados (Leong et al., 2014). Por ejemplo, los estudios de ncRNA

individuales han revelado que son una clase de moléculas bioquímicamente

versátiles que participan en una diversidad de procesos (Geisler & Coller, 2013)

demostrando un papel biológico significativo al estar implicados en la identidad

fenotípica celular más allá de lo que se había concebido en el dogma central de la

biología molecular, ya que se ha observado que son un factor determinante tanto

a nivel genómico como en la transcripción (Veneziano et al.,2016).
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Dentro del reino eucarionte, algunos de los organismos modelos mejor

caracterizados y estudiados son las levaduras S. cerevisiae y S. pombe en donde

se han identificado una amplia gama de redes reguladoras transcripcionales

entrelazadas y los factores de transcripción que las controlan (Botstein & Fink,

2011). Estas levaduras han sido un sistema modelo para conocer los mecanismos

de la homeostasis celular en condiciones de estrés.

Dentro de estos factores de transcripción se han identificado Zap 1, en la levadura

S. cerevisiae, que juega un papel clave en la respuesta bajo en zinc, al controlar la

expresión de los genes necesarios para la adquisición de zinc (ZRT1, ZRT2 y

FET4) y la liberación de zinc de las reservas intracelulares (ZRT3), cuando hay

zinc, ZAP 1 induce la expresión del gen uniéndose a los elementos sensibles al

zinc (ZRE) que se encuentra dentro de los promotores de estos genes, por el

contrario cuando los niveles de zinc son bajos, Zap 1 se une río arriba donde se

encuentra el activador Rap 1 e induce la transcripción de los RNAs no codificantes

intergénicos ZRR1 y ZRR2 (Eide; 2009) que se conducen al desplazamiento

transitorio de Rap 1 del promotor reprimiendo los genes ADH1 y ADH3, estos

genes codifican la alcohol deshidrogenasa 1 y 3 dependiente de zinc que se utiliza

durante la fermentación (Bird ,Gordon, Eide, et al; 2006).

En el caso de la levadura S. pombe se han identificado el factor transcripcional

Loz 1, el cual en condiciones de alto zinc se une a la secuencia promotora del

transportador Zrt1 para reprimir la expresión del gen, en cambio cuando hay

deficiencia de zinc no es capaz de unirse al sitio específico y por lo tanto se expresa

el gen transportador Zrt1 (Wilson, Liu, Cardona-Soto; 2019).
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ANTECEDENTES

Desde hace una década se han identificado miles de ncRNA transcritos de forma

generalizada en humanos, ratones y otras especies, lo que indica que estos ncRNA

también muestran una clara conservación evolutiva (Qu & Adelson, 2012). En el

caso de la levadura S. pombe se ha identificado una amplia gama de ncRNAs con

asociaciones a múltiples vías y se ha comprobado que la eliminación de estos

locus reduce los niveles de atf1 un gen que también está presente en humanos,

que codifica para un factor de transcripción río debajo de la ruta de proteína

quinasa activada por mitógenos que es activada por estrés (MAPK), lo que indica

que estos ncRNAS regulan respuestas de estrés específicas (Leong, H., Dawson,

K., Wirth, C. et al, 2014). Estudios recientes sometieron a la levadura S. pombe a

dos condiciones diferentes: condiciones fisiológicas y condiciones genéticas. Se

analizaron en nueve condiciones fisiológicas para muestrear estados celulares

clave, dos puntos de tiempo de la fase estacionaria después del agotamiento de la

glucosa (100% y 50 % de viabilidad celular); dos puntos de tiempo de quiescencia

/ envejecimiento celular (días 1 y 7 después de la eliminación del nitrógeno); y cinco

puntos de tiempo de diferenciación meiótica (0 a 8 hrs después de desencadenar

la meiosis), en base a este estudio se identificaron más de 5,775 nuevos lncRNAs

en la levadura S. pombe sumando a los 1500 lncRNAs previamente anotados en

la base de datos PomBase (https://www.pombase.org/) con lo cual se tienen

actualmente más de 7000 lncRNAS registrados. Posteriormente estos nuevos

lncRNAs los clasificaron por su vía dominante de biogénesis de acuerdo a las

condiciones genéticas que se encontraba, analizaron mutantes que afectan a las

proteínas de vías clave de procesamiento y degradación del RNA: La proteína

mutante Rrp6 es una exonúcleoasa 3’-5’ del exosoma de ARN nuclear, Dcr1 (Dicer

similar a RNAasa II de la vía de los RNAs de interferencia, y la mutante Exo2, una

exonucleasa 5’ citoplasmática (ortóloga de Xrn1) de manera análoga los

IncRNA  inestables

http://www.pombase.org/)
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dirigidos por las mutantes Rrp6, Dcr1 y Exo 2 se clasificaron en transcripciones

cripticas inestables (CUT) relacionados con los lncRNAS bidireccionales y

traducidos de forma activa, transcritos inestables sensibles a Dicer (DUT) y

transcripciones inestables sensibles a la proteína 5’-3’ exoribunocleasa 1, Xrn1

(XUT), los dos últimos están presentes en los lncRNAS antisentido, también se

encontraron RNAs intergénicos, pero no pertenecían a ninguna de estas

clasificaciones (Atkinson et al., 2018).

Hay una gran cantidad de regiones no codificantes intercaladas entre las regiones

codificantes, dado que los lncRNA se localizan y se transcriben desde diferentes

ubicaciones genómicas, los transcritos desde regiones intergénicas se denominan

IncRNAs intergénicos. Los IncRNAs antisentido se transcriben a partir de la hebra

antisentido de los genes que codifican proteínas (Ma, Bajic, Zhang; 2013). La

transcripción bidireccional de IncRNA comienza cerca de un gen codificante (a

menos de 1kb del sitio de inicio de la transcripción) y continúa en la dirección

opuesta a la transcripción del gen codificante (Latgé, Poulet, Bours, Josse,

Jerusalem; 2018). Se sugiere que los lncRNA intergénicos y los lncRNA intrónicos

probablemente estén regulados a través de diferentes mecanismos de activación

de la transcripción y pueden tener diferentes modificaciones poli(A) y actividades

manifiestas en diferentes ubicaciones celulares (Ma, Bajic, Zhang, 2013). La

transcripción bidireccional ha sido propuesta para impulsar el origen de nuevos

genes (Wu y Sharp 2013). Los ARN antisentido desempeñan un papel crucial en

la regulación de la expresión génica en múltiples niveles, como la replicación, la

transcripción y la traducción (Xu, Zhang, Zhang; 2018).

Previamente en nuestro laboratorio, usando RNAseq en librerías de RNA con

extremos pareados (Pair End) se llevó a cabo una comparación de los RNAs

totales expresados en dos organismos modelo, la levadura Schizosaccharomyces

pombe y la bacteria E. coli las cuales pertenecen a dos reinos diferentes, pero

responde a la misma fuente de carbono. Estos organismos fueron crecidos en dos

diferentes condiciones metabólicas, en Glucosa y Glicerol/acetato, y se reportó

que  se  conserva  718  proteínas  ortólogas  y  262
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ortólogas, también encontraron 343 grupos de genes en común, teniendo una clara

conservación en su linaje, y con esta metodología se encontró que, en el caso de

los ncRNAs, estos responden al estrés celular (Vichi et al., 2021).

Durante el desarrollo del proyecto experimental anteriormente descrito, también

se cultivó a S. pombe en glucosa o en Glicerol/acetato (con dos réplicas) y se aisló

el RNA total, para después hacer una selección de RNAs, los cuales se purificaron,

y se llevó a cabo la síntesis de cDNA generando pequeños fragmentos con un

tamaño menor a 50 pb para secuenciarlos con el kit TruSeq RNA sample Prep Kit

(Ilumina, San Diego, CA, USA), con secuenciación de un solo extremo (Single

End). Estas librerías no han sido analizadas a profundidad y representan una

oportunidad para poder identificar qué ncRNAs responden en forma diferencial a

ambas fuentes de carbono, incluyendo los que ya han sido previamente

reportados, o incluso detectar nuevos candidatos.

HIPÓTESIS

El genoma de Schizosaccharomyces pombe presenta genes de ncRNA anotados

como otros que no han sido reportados que estarían involucrados en la 

regulación de genes que permite la utilización de diferentes fuentes de carbono.

OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar en librerías de RNA-seq de sRNAs los ncRNAs pequeños expresados

diferencialmente en la levadura modelo Schizosaccharomyces pombe crecida en

glucosa o glicerol/acetato.
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OBJETIVOS PARTICULARES

• Identificar y clasificar  elementos de tipo ncRNAs en datos de librerías de 

RNA-seq basados en pequeños RNAs.

• Determinar  la  expresión  diferencial  de  los  ncRNAs  en  presencia  de 

glucosa y glicerol/acetato.

• Buscar  si  existen  motivos de  regulación  en  las  regiones río  arriba  de  los 

ncRNAs expresados en ambas condiciones.

METODOLOGÍA

Identificación de los ncRNAs

Cómo archivos de entrada para el programa ShortStack se utlizaron las librerías

de secuenciación en formato fastq obtenidas en lo reportado por Joivier y

colaboradores en 2021. La última versión del genoma de la levadura de S. pombe

reportado en NCBI en formato fasta (GCF_000002945.1_ASM294v2_genomic. fa)

y los ncRNAs reportados en la página pombase www.pombase.org y del artículo

de Atkinson en formato *txt (Atkinson et al., 2018) con su ubicación genómica.

Para determinar la calidad de las secuencias, se analizaron los archivos fastq en

el programa FastQC, y una vez identificado el porcentaje de secuencias de baja

calidad y/o duplicadas, se utilizó el programa Cutadapt v3.4 para quitar los

adaptadores de illumina y eliminar las secuencias de baja calidad.

Una vez obtenidas los archivos fastq filtrados las secuencias se alinearon

posteriormente con el programa ShortStack v3.8.5 con sus softwares dependientes

adicionales (RNA-fold, RNAeval, y Bowtie de Vienna RNA package y samtools). El

programa ShortStack al tener incluido el software adicional Bowtie permite llevar a

cabo  el  mapeo  los  RNAs  pequeños  en  el  genoma  de  levadura  S.

http://www.pombase.org/
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pombe, generando tablas de conteo, los clúster de regiones expresadas. Estos

archivos se cambiaron a formato *.bam binario a partir de un archivo *.sam.

Para poder identificar y cuantificar las lecturas de los ncRNAs ya identificados

previamente, se elaboró un archivo con las coordenadas del genoma de ncRNAs

identificados en la página oficial www.pombase.org y los del artículo de Atkinson

et al (Atkinson et al., 2018), este archivo en formato *.txt y el genoma de la levadura

en formato *.fa, fueron usados en el programa ShortStack, y se corrió el programa

con la opción locifile generando un archivo con las regiones marcadas

(abanderadas o Flag).

Un ejemplo representativo de las líneas de comandos del programa ShortStack

que se ejecutaron para mapear las lecturas de RNAs de S. pombe ya identificados

es:

ciencias@ciencias-desktop:~/Documentos/Karla/sequence$ ShortStack -

outdir 17_Glu_Atk -readfile Joivier17_R1.trim2.fastq.gz --locifile

Atkinson_report_ncRNAs.txt -genomefile

GCF_000002945.1_ASM294v2_genomic.fasta

ciencias@ciencias-desktop:~/Documentos/Karla/sequence$ ShortStack -

outdir 17_Glu -readfile Joivier17_R1.trim2.fastq.gz -genome

GCF_000002945.1_ASM294v2_genomic.fasta

En donde los parámetros de entrada son los siguientes:

-outdir > Abrir un nuevo directorio

-readfile>  Leer archivo

--locifile>  Búsqueda del archivo

-genome ó genomefile> Archivo del Genoma

http://www.pombase.org/
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Nótese que solo cambia el uso de la opción -- locifile lo que permite generar dos 

tablas diferentes a partir de los mismos elementos de mapeo.

Expresión diferencial de Genes:

Se utilizó IDEAMEX Integrated Differential Expression Analysis MultiEXperiment 

(http://www.uusmb.unam.mx/ideamex/), un servidor web para realizar análisis de 

expresión diferencial de RNA-seq. En este programa se cargó el archivo con las 

tablas de conteo de los ncRNAs y sus réplicas. Este programa cuenta con cuatro 

paquetes  de  R  Bioconductor:  NOISeq,  DESEq,  Limma  y  EdgeR  que  genera  el

análisis  estadístico  respectivo  para  cada  programa  cómo  archivos  de  salida. 

Dado que no hubo diferencias significativas entre los métodos, decidimos usar el 

análisis de la expresión de ncRNAs con el método estadístico edgeR (RNAseq) y 

se seleccionaron los ncRNAs diferencialmente expresados (DE) con un valor de 

veces de cambio (Fold Change) en log base 2 (log2FC) > 1.0 y con un ajuste de 

p-value  <  0.05,  el  cual  al  comparar  las  dos  condiciones  de  crecimiento  para  la

levadura se obtuvo un estimado de dispersión, para una comparación visual y se 

generó  un  gráfico  de  volcano  así  como  una  tabla  de  resultados  mostrando  los

valores expresados de cada uno de estos ncRNAs.

Esta tabla registró los nombres de los ncRNAs pequeños, la clase a la cuál

pertenece, su localización genética su Log2FC y los valores de expresión de las

dos réplicas Glu_1, Glu_2 y Gly_1, Gly_2 de las condiciones Glicerol ó

glicerol/acetato.

Con el conteo de los ncRNAs que obtuvimos de la tabla generada por el programa

ShortStack estos se dividieron por su clasificación basada en su biogénesis (0 o

no clasificado, CUT, DUT, XUT) y por su localización genética (antisentido,

bidireccional, intergénico y sentido), lo cual nos sirve para tener un estimado de la

cantidad y clase perteneciente de RNAs pequeños que se encuentran en la

expresión diferencial. Una vez obtenido estos valores, se elaboró otra tabla en

donde  se  registró  el  número de  cromosoma  y el  RefSeq  que

http://www.uusmb.unam.mx/ideamex/
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corresponde de cada cromosoma. Esta información se obtuvo del informe de

anotación y ensamblaje del genoma de la levadura S. pombe la base de datos de

NCBI:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/14?genome_assembly_id=22534

Análisis de expresión de los ncRNAs y sus réplicas en condiciones de

Glucosa y Glicerol:

Posteriormente sé llevo a cabo gráficos de dispersión, esto para verificar que las

lecturas obtenidas de la condición de glucosa se expresan de manera similar a su

réplica y la de la condición de glicerol se expresa de la misma forma a su réplica,

la comparación se llevó a cabo de la siguiente forma: glucosa – glucosa, glicerol-

glicerol y finalmente glucosa-glicerol.

También se analizó la distribución de estos ncRNAs en mapas de calor (Heatmap)

utilizando 1,000 genes variables. Con K-means se llevó a cabo un agrupamiento

de estos ncRNAs por clústers de acuerdo a su valor expresado, en este caso se

compararon 2,000 genes.

El método estadístico DESeq2 con el parámetro de min fold change de 2, nos

mostró la condición con una mayor expresión diferencial entre los ncRNAs de

glucosa y de glicerol, el rango de número de ncRNAs que identificó fue

aproximadamente de 200. Con este mismo análisis obtuvimos un mapa de calor

con la expresión alta y baja de los ncRNAs en  ambas condiciones.

Análisis de las características de las regiones de ncRNAs con expresión

diferencial:

Una vez obtenidas las tablas con los datos de la expresión diferencial, procedimos

a analizar cómo son las regiones genómicas de estos ncRNAs. Para eso usamos

el programa IGV v2.10.2. En este programa se utilizó el genoma de S. pombe

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/14?genome_assembly_id=22534
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con ID:ASM294v2, donde se ubican las coordenadas de los ncRNAs del genoma,

posteriormente se cargan las lecturas de RNA en formato *.bam de las dos

condiciones a comparar glucosa y glicerol obtenidas del programa ShortStack,

estas se cargan en el programa de manera ordenada, para ser mapeadas. Este

mapeo permitió identificar la expresión de los ncRNAs en base a las tablas

generadas con la normalización log2FC. En el programa también usaremos las

lecturas de RNA-seq pareadas del artículo que se publicó previamente (Vichi J. et

al, 2021). De esta forma podremos visualizar en el cromosoma de S. pombe la

localización de los mRNAs con las lecturas de los ncRNAs expresados en glicerol

/acetato, y comparados con los de glucosa y de esa forma observaremos la

biogénesis de los ncRNAs.

Búsqueda de enriquecimientos funcionales

De la tabla de conteo obtenida de la normalización estadística de EdgeR con los

valores expresados tanto de los ncRNAs como sus respectivos RNAs pareados,

identificamos su tasa de cambio (Fold Change) en log base 2 (log2FC), para las

réplicas con fuente de carbono en glucosa se tomaron los valores > 1 de los

ncRNAs por su expresión significativa, en el caso de las réplicas que crecieron en

condiciones de glicerol, se tomaron los valores < -1.

Una vez que identificamos los ncRNAs que cumplen con este valor, nos dirigimos

al programa STRING https://string-db.org/ en la sección Search elegimos la opción

multiple proteins e introducimos la lista de nombres de los genes que se ubican en

la misma región del ncRNA que estamos analizando, como máxima confianza se

utilizó un valor de 0.900 y con un 25% de FDR (false discovery rate) stringency.

https://string-db.org/
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                         Identificación de regiones regulatorias de ncRNAs

Para identificar qué factores transcripcionales pueden estar involucrados en la

expresión diferencial de los ncRNAs que se expresan en glucosa, glicerol/acetato

o en las dos condiciones, se aislaron 100 pb de las regiones ubicadas río arriba

de estos ncRNAs. Para llevar a cabo la identificación de estos ncRNAs, se utilizó

la versión del programa python3, biopython y el programa GetSequencesV2.py,

este último programa es el que nos permitirá identificar el tamaño de región que se

quiere recuperar.

Como archivos de entrada se utilizaron el genoma de levadura S. pombe

(GCF_000002945.1_ASM294v2_genomic. fa), un archivo que contenía los

nombres de los ncRNAs, el nombre del cromosoma al que pertenece, posición

inicial y final y el sentido en que se encuentran, en formato *txt.

El programa se ejecutó de la siguiente manera:

ciencias@ciencias-desktop:~/Documentos/Karla/sequence$ python

GetSequences.py -f GCF_000002945.1_ASM294v2_genomic.fa -i Atk_Gly_AS.txt

-s 100

En donde los parámetros de entrada son los siguientes:

-f <fastaGenomeInputfile> El path completo y nombre del archivo del genoma en

formato fasta.

-i <interestRegion> archivo en formato bed con las regiones de interés, el nombre

del cromosoma, nombre de la región, posición inicial, posición final, sentido de la

cadena.

-s <Size> Tamaño de la región a recuperar
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et. Al.

Identificación de motivos conservados:

Una vez obtenido las 100 pb de las regiones ubicadas río arriba de estos ncRNAs,

este archivo en formato .*txt se carga en la opción Oligo analysis o Dyad Analysis

de la sección motif discovery en la herramienta Regulatory Sequence Analysis

Tools (http://rsat.sb-roscoff.fr/) el cual nos permite identificar motivos conservados.

Una vez obtenidas las matrices de los motivos se estas se identifican con el

programa Compare matrix buscando similitudes en la base de datos YEASTtract,

para identificar regiones de secuencias conservadas que sirvan para la unión de

factores de transcripción.

RESULTADOS

Clasificación de los lncRNAs  

Imagen  representativa  obtenida  del 

artículo  de  Atkinson,  de  los  lncRNAs

reportados  previamente  y  muestra  la 

clasificación de los mismos de

acuerdo con su posición con respecto 

a su mRNA. Los lncRNAs se pueden 

dividir  en  cinco, que

Fig  1.  from  rnajournal.cshlp.org  on  September  1,  2019  -
incluyen        sentido,        antisentido

Published  by  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,  Atkinson,
 bidireccional,  intrónico  e  intergénico

(Ying  Liu,  Wei  Ding,  Wanpeng  Yu,  et. al  2021). Dentro  de  esta  clasificación  se

http://rsat.sb-roscoff.fr/
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subclasificaron de acuerdo a su vía, en este caso se observa que de los RNAs

antisentido predominan en las vías de DUTs (ncRNA de interferencia) y XUTs

(exosoma nuclear) y los CUTs (exonucleasa citoplasmática) se encuentra los

lncRNAs intergénicos.

Identificación de los ncRNAs

Con las líbrerías de RNA-seq de levadura en formato Fastq, las regiones de

ncRNAs reportadas por Atkinson en formato *.txt y el genoma de S. pombe en

formato fasta, y el programa ShortStack, se realizó la búsqueda de los ncRNAs. La

primera ejecución fue la identificación de los RNAs pequeños.

            Usage: ShortStack [options] {--readfile <r> | {--bamfile <b> |
            --cramfile <c>}} --genomefile <g>

            <r> : readfile must be in fasta (.fasta or .fa), colorspace-fasta
            (.csfasta), or fastq (.fastq or .fq) format, or their gzip-compressed
            versions (.fasta.gz, .fa.gz, .csfasta.gz, .fastq.gz, or .fq.gz) Can also
            be a list (seperated by spaces) of several read files.

            <b> : BAM formatted alignment file (.bam).

Un  ejemplo  representativo  de  las  líneas  de  comandos  del  programa  ShortStack 
que se ejecutaron para mapear las lecturas de RNAs de  S. pombe.
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Al  correr  el  programa  ya  ejecutado,  nos  desplegó  un  nuevo  directorio  con

archivos  de  salida,  estos  archivos  contenían  información  acerca  de  posibles  

miRNAs (ShortStack es un programa diseñado para la identificación  de miRNAs 

en  eucariontes),  en  este  caso  como  la  levadura  S.  pombe  no  tiene  reportados

miRNAs, no se obtuvieron resultados al respecto. También desplegó archivos de 

conteo  en  formato  *txt,  un  archivo  con  las  lecturas  de  los  ncRNAs  en

archivos  .bam  y  un  archivo  final  llamado  “results.txt”.  Este  último  es  el  que

utilizamos para  identificar  los  ncRNAs.  Al abrir este  archivo  obtenemos 

información acerca de la región en que se encuentra los ncRNAs, los nombres de

los ncRNAs (cuando es un análisis de novo, el nombre del primer posible ncRNA 

en  las  primeras  posiciones  del  cromosoma  1,  aparece  como  Cluster_1  y  se  da

una seriación del número dependiendo de su ubicación en el genoma [Cluster_2, 

Cluster_3…].  En  caso  de  usar  una  tabla  de  ncRNAs  identificados,  entonces  la

lista  da  ese  ID  y  su  posición),  su  tamaño,  lecturas  y  el sentido  de  cadena. 

Obtuvimos  cuatro  resultados,  para  Glicerol  fueron  las  lecturas  17,18  (Gly_  1  y

Gly_  2)  y  para  Glucosa  fueron  las  lecturas  19,20  (Glu_  1  y  Glu_  2),  y  también

obtuvimos  lecturas de los RNAs pareados.

Archivos de salida: nuevo directorio llamado 17_Glu_Atk de las lecturas de los ncRNAs y los 
directorios Glu1_PE de los RNAs pareados.
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Con el mismo programa se identificó los ncRNAs nuevos, como archivos de salida,

nos desplegó un nuevo directorio con archivos en formato .bam, un archivo para

identificar errores y el conteo. Se obtuvieron tres archivos adicionales Browser

tracks, esto es por que el programa está diseñado para mapear lecturas de RNAs

pequeños (incluyendo los miRNAs) en fomato .gff3 el primero que obtuvimos fué

All.gff3 (todos los posibles miRNAs identificados), D.gff3 ( los que son procesados

por Dicer) y N.gff3 (los que no son considerados miRNAs) y finalmente nuestro

archivo de resultados. Este archivo de resultados a diferencia del anterior

obtenemos lecturas de los ncRNAs agrupados en clúster.
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Una vez obtenidos los nombres de los ncRNAs y las lecturas, se llevó a cabo un

análisis de expresión diferencial con el programa IDEAMEX, el cual realiza cuatro

análisis estadísticos.

Expresión diferencial de Genes:

Obtuvimos 4 análisis estadísticos de expresión diferencial.
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Al trabajar la secuenciación del

ARN por el método de RNA-seq y

al ser alineados con la herramienta

Bowtie del programa ShortStack, es

posible analizar su abundancia y

correlacionarla con la expresión, en

este caso se obtuvo lecturas de

ncRNAs que se expresan tanto en

glicerol como en glucosa. Los

programas de R bioconductor,

limma, edgeR, DESeq2 y NOISeq

son herramientas para

analizar estadísticamente y

normalizar  la  expresión  diferencial

de genes (DGE). Estas

normalizaciones son necesarias por

que las muestras difieren en el

número total de lecturas

secuenciadas a aquellas alienadas

en el genoma, debido a los sesgos

que

podrían ocurrir, como son las diferencias en la extracción de RNA de las muestras,

la variación en el número de lecturas por muestra, a la variabilidad biológica entre

muestras, a la diferencia de tamaños en los genes, entre otras. Los métodos de

normalización permiten aminorar los sesgos provocados por estas diferencias

(Stupnikov. McInerney, K.I., et. al; 2021 ).

Fig. 2 Análisis de expresión diferencial en gráfico

de Volcano, Glu vs Gly. Este análisis de hizo con
FDR -log10 y un fold Changue log2. Se puede
observar en color rojo una alta expresión de
ncRNAs en la condición de glicerol en
comparación con el de glucosa.



23

En nuestro análisis de expresión diferencial observamos que la expresión de los 

ncRNAs es mayor en condiciones de Glicerol que el de Glucosa (Fig2).

Análisis  de  expresión  de  los  ncRNAs  y  sus  réplicas  en  condiciones  de 

Glucosa y Glicerol:

Tabla 3. Análisis de expresión diferencial con el método edgeR, aquí se puede observar el nombre de los
ncRNAs, su región en que se encuentran, en adicional se le proporcionó su clasificación, las
normalizaciones, su LogFC, al final sus lecturas, en este caso se obtuvieron dos réplicas para glucosa
como para glicerol.



24

Para verificar que nuestras réplicas de cultivo se expresaran de forma similar

cuando se usa la misma fuente de carbono y que esto difieren cuando se usa una

fuente carbono diferente, se llevó a cabo un análisis de dispersión para

compararlas entre ellas.

Fig. 3 Comparación de expresión diferencial de los ncRNAs de Glucosa-Glucosa.

Fig. 4 Comparación de expresión diferencial de los ncRNAs de Glucosa-Glicerol.
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Como se observa en los gráficos, al comparar Glucosa-Glucosa (Fig. 3), los

ncRNAs se expresan de forma similar, esto quiere decir que nuestras réplicas se

expresan igual en la misma condición. En cambio, cuando se comparó Glucosa-

Glicerol (Fig. 4) la expresión cambio por ser diferentes, también se hizo una

comparación con Glicerol-Glicerol y su expresión fue la misma, esto quiere decir

que nuestras réplicas tanto de Glucosa como Glicerol tienen poca variación

biológica.

Fig.5 Heatmap
Genes variables: 1,000
Center genes (substract mean)
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En la figura 5 se puede observar un mapa de calor en donde nos muestra que la

distribución es similar de la condición en Glucosa con su réplica y la condición de

Glicerol con su réplica de los ncRNAs. El color verde muestra la expresión en una

condición y la roja en la otra.

Fig. 6 K-Means
Genes variables: 2,000 Numero
de clusters: 4
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Fig. 7 (arriba)  Se observa un 
gráfico de expresión diferencial de 
los ncRNAs en un rango de 0-200 
genes aproximadamente. Fig. 8 
(derecha) se observan  los mismos 
datos ya distribuidos en un mapa 
de calor.
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Análisis de las características de las regiones de ncRNAs con expresión

diferencial:

De acuerdo con los datos que obtuvimos con la normalización EdgeR (Tabla 3), se

llevó a cabo un análisis visual con el programa IGV, esto con el objetivo de

identificar los ncRNAs que se expresan de forma significativa ya sea en Glucosa

y/o Glicerol/Acetato y ver qué características tienen la alineación de las lecturas en

el genoma

En donde obtuvimos mayores resultados fue en los ncRNAs que pertenecían a la

vía de los DUTs pertenecientes a los ncRNAs antisentido.

Fig. 9 Visualización de la expresión de ncRNA en presencia de glicerol, y el mRNA en ambas condiciones en el 
cromosoma I en S.pombe en la región 2,175,451-2,175,876.

Vía: DUTs, RNA antisentido.
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En la imagen 9 se puede observar las lecturas de los mRNA pareados expresado

en ambas condiciones de Glucosa y Glicerol (en color azul) y el ncRNA

(SPNCRNA.2973) solamente se expresa en condiciones de Glicerol, posiblemente

cumpliendo funciones regulatorias específicas en esa condición (color rojo)

expresandose de forma específica. Al identificar su mRNA nos indicó de que se

trata del gen gld1 (SPAC13F5.03c), un gen que codifica la proteína glicerol

deshidrogenasa, la cual es capaz de asimilar el glicerol como fuente de carbono,

como vía catalítica glycerol + NAD+= dihydroxyacetone + H + NADH, generando

glicerol 3-fosfato y vía de la dihidroxiacetona y así poder entrar a la vía de la

glucólisis (Matsuzawa, Ohashi, Hosomi, A.et al.; 2010 ).
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Al contrario del resultado anterior, encontramos el ncRNA (SPNCRNA.1672)

expresados en Glucosa, pero no en Glicerol, y también observamos como el mRNA

se expresa en ambas condiciones, la glucosa al ser su fuente de carbono principal,

indicaría que se está llevando a cabo la expresión de estos genes meióticos, el

mRNA que se está expresando junto con el ncRNA corresponde al gen que codifica

la proteína Cnp3 un componente del cinetocoro que forma parte de un complejo

proteico que se ensambla en el ADN centrómerico y los cromosomas a los

microtúbulos de huso mediando la segregación cromosómica y la segregación de

las cromátidas hermanas durante la meiosis y mitosis, esto ocurre en la

prometafase (Tanaka, Chang, Kagami, Watanabe; 2009).

Fig. 10 Visualización de la expresión de ncRNA en presencia de glucosa, y el mRNA en ambas condiciones en el 
cromosoma II en S.pombe en la región 4,128,866-4,129,750

Vía: DUTs, RNA antisentido.



31

Expresión diferencial de ncRNAs en glucosa o glicerol/acetato de los

ncRNAs con respecto a los mRNA:

Cómo observamos en el programa IGV, los mRNA (los RNAs pareados) se

expresan en ambas condiciones en comparación con los ncRNAs. Y esto mismo

se observó en los resultados de expresión diferencial en EdgeR. Usamos un valor

Log2FC de los ncRNAs con una expresión significativa en Glucosa que fuera > 1

y en Glicerol < -1, para seleccionar a los ncRNAs antisentidos expresados

significativamente y a los mRNAs que están codificados en la cadena opuesta y

que también se expresan significativamente. Estos datos los ordenamos y los

analizamos en el programa STRING, el cual realizó una búsqueda de los

identificadores sobre diferentes bases de datos para finalmente obtener una red

de interacciones funcionales de las proteínas introducidas. Uno de los tipos de red

más útiles, genéricos y de amplio alcance es la red de asociación proteína-

proteína; abarca todos los genes que codifican proteínas en un genoma

determinado y destaca sus asociaciones funcionales. Dado que las proteínas

pueden interactuar de muchas maneras, una 'asociación funcional' se define

normalmente de forma operativa: dos proteínas cualesquiera que contribuyen

conjuntamente a un proceso celular específico se consideran funcionalmente

asociadas (Damian, Annika, Katerina et. Al; 2021) esta definición incluye incluso

pares de proteínas que actúan antagónicamente dentro de un mismo proceso. Con

la lista de genes expresados significativamente el programa nos proporcionó una

tabla      con      diferentes      procesos      biológicos  ( Tabla      4).
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En este caso encontramos enriquecimientos significativos en el transporte

transmembranal de hexosas y en la homeostasis celular para los genes que se

expresan más en glicerol. En la red, se puede observar en color rojo las proteínas

que se seleccionaron por formar parte del transporte de hexosas, además que

mostraban en sus ncRNAs una expresión diferencial significativa. Dentro de estas

proteínas encontramos a ght2 y ght8, sut 1 y gld1.

Los genes ght2 y ght8 forman parte de la familia de transportadores de hexosas

ght (1-8), estos transportadores de hexosas son necesarios para la captación de

glucosa celular, por lo tanto, juegan un papel importante en la homeostasis de la

glucosa, sin embargo, ght2 y ght8 son transportadores que se expresan tanto en

presencia

Tabla 4. Enriquecimientos significativos en diferentes procesos biológicos.
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de glucosa, como en ausencia de ella (Saitoh, Mori , Uehara , Masuda; 2015) , y

en este análisis las encontramos expresadas en presencia de glicerol, por lo tanto

al estar en condiciones de glicerol como fuente de carbono, es captado por las

transportadores Ght2 y Ght8 y así  poder ingresar a la célula.

En el caso de Sut 1, es un gen que normalmente se encuentra reprimido en

presencia de glucosa, este gen codifica a un transportador de captación de

disacáridos acoplados a protones de la familia de simportadores de cationes

glicósido-pentósido-hexurónido y también es capaz de transportar maltosa

(Reinders, Ward; 2001).

Fig 11. Red que cubre todas las proteínas involucradas obtenidas y sus interconexiones.
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Estos transportadores al no estar presente la glucosa, se expresarían para captar

otras fuentes de carbono alternativas.

Identificación de regiones regulatorias de ncRNAs:

Para la identificación de las regiones regulatorias, se tomaron 400 pb río arriba de

los ncRNAs, los archivos de entrada (el genoma de S. pombe en formato fasta y

una tabla con los ID de los ncRNAs y su posición en el genoma) se cargaron al

programa python3. Como archivos de salida, nos proporcionó dos documentos con

las secuencias aisladas, una para los ncRNAs que se expresan en Glucosa y otras

con las que se expresan en Glicerol/acetato.
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Una vez obtenidas estas secuencias aisladas, estos archivos Akt_Glu_AS100.out

y Atk_Gly_AS100.out se cargaron en los programas Oligo analysis o Dyad Analysis

de la sección Motif discovery en la herramienta Regulatory Sequence Analysis

Tools (http://rsat.sb-roscoff.fr/) para la búsqueda de motivos.

Estos motivos se compararon para encontrar factores de transcripción que

reconozcan a la secuencia conservada.

En la condición de glucosa encontramos tres diferentes motivos:

Tabla  5.  Factores  de  transcripción  que  reconocen  a  los  motivos  encontrados  en condiciones 
de Glucosa.

El primer motivo hallado coincide con los

factores de transcripción Ino4/ Sfl1 / Rap1 que

corresponden al cluster 1.

http://rsat.sb-roscoff.fr/
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En el segundo motivo encontramos Factores de Transcripción relevantes:

Fig12. En este mapa se muestra el cromosoma que pertenece el ncRNA, el nombre del ncRNA, la región en

que se ubica y el sentido de la cadena, posteriomente de color azul muestra la región 100 pb río arriba de

ncRNA en donde se encuentra el motivo y es reconocido por el factor de transcripción y en la derecha el mRNA

que le corresponde.

El segundo motivo hallado coincide con los

factores de transcripción Swi5/ Ace / Mig1,2,3 /

Skn7 / Tec1 / Ecm22 / Hac 1 que corresponden

al cluster 2.
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Fig.13 En este mapa se muestra el cromosoma que pertenece el ncRNA, el nombre del ncRNA, la región en

que se ubica y el sentido de la cadena, posteriomente de color azul muestra la región 100 pb río arriba de

ncRNA en donde se encuentra el motivo y es reconocido por el factor de transcripción y en la derecha el mRNA

que le corresponde, en el recuadro rojo se encuentra un gen con expresión diferencial significativa.

El tercer motivo hallado coincide con los factores

de transcripción Swi5/ Ace2 / Cup2 / Hac1 que

corresponden al cluster 3.

Fig.14  En  este  mapa  se  encontraron  motivos  parecidos  al  cluster  2,  eso  explicaría  por  que  se encuentra 

expresado el mismo gen gls1.
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En condiciones de glucosa, se hallaron motivos que pueden ser reconocidos por

factores de transcripción relevantes que reconocen a esa misma región

conservada, que fueron Mig1, Mig2 y Mig3 Swi5 y Skn7. Mig 1, Mig2 y Mig3 son

represores de genes que normalmente se expresarían en ausencia de glucosa,

Swi5 es una proteína que se asocia con Swi/Snf, un remodelador de cromatina y

Skn7 es una proteína reguladora en respuesta a estrés.

Fig.14 En este mapa muestra las regiones conservadas que se encontraron de forma general.
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Dado que hay más ncRNAs expresados en condiciones de glicerol, encontramos 

más  motivos en comparación con los de glucosa.

Tabla  6.  Factores  de  transcripción  que  reconocen  a  los  motivos  encontrados  en condiciones 
de Glicerol.
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El primer motivo hallado

coincide con los factores de

transcripción    Stb4/    Cep3

/Mot3 que corresponden al

clúster 4.

Fig15. En este mapa se muestra se encontró el gen isp6 que se expresa en Glicerol y / o Glucosa

El segundo motivo hallado coincide con los

factores de transcripción Hap 2, 3, 4, 5 /

Atf1 / Atf2 que corresponden al clúster 1.
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Encontramos  que  esos  motivos  pueden  ser  reconocidos  por  factores  de

transcripción relevantes como Cat8, Asg1 y Pdr3.

Fig.16 En este mapa no se encontraron genes con expresión diferencial.

El tercer motivo hallado coincide con los

factores de transcripción Pdr3 / Gsm 1 /

YLL054C / Hal9 / Stb5 / Yrm1 / Asg1 /

Cat8 / Aro 80 / Leu3 que corresponden al

clúster 1.
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Fig17. En este mapa  se encontró tres genes con expresión diferencial significativa, Ght2, msy2 y gld1.

El cuarto motivo hallado coincide con los 
factores de transcripción Adr1 / Rgm1 / Gis 1 / 
Msn4 / YER130C / Rph1 / Rei1 /

YGR067C / Rds2 /  Msn2 / Nrg1 / Mig2 que 

corresponden al clúster 8.
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El quinto motivo hallado coincide con 
los factores de transcripción Msn1 / 
Nrg1, 2  / YGR067C que

corresponden al clúster 6.

Fig18. En este mapa se muestra se encontró tres genes con expresión diferencial significativa, Ght2, msy2 y 

gld1.

El sexto motivo hallado coincide con los 
factores de transcripción Ace2 / Stp1  / 
Upc2 / Mac1 /Swi5 / Xbp1 que 
corresponden al clúster 9.
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Fig.19 En este mapa muestra las regiones conservadas que se encontraron.

Fig.20 En este mapa muestra las regiones conservadas que se encontraron de forma general.
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DISCUSIONES

En el programa IGV pudimos observar un ncRNA (SPNCRNA.1672) antisentido

perteneciente a la vía DUTs expresado de forma específica en condiciones de

glucosa, su transcripción complementaria, es decir el mRNA que codifica a la

proteína Cnp3, es un componente que está involucrado en la fase meiótica, es

decir que este ncRNA antisentido esta enriquecido con un gen que juega un papel

en la meiosis. Se sabe que en la levadura S. pombe la meiosis está controlada por

lncRNAs (Till, Mach, Mach-Aigner; 2018), posiblemente este ncRNA pequeño

estaría involucrado en la regulación del ciclo celular. Desafortunadamente no se

identificaron motivos de regiones regulatorias a las que se unan factores de

transcripción (FT) asociados a estos genes.

En presencia de glucosa, identificamos FT como Swi5, Mig 1,2,3, Skn7, Ace2,

Tec1, Ecm22 y Hac1. Hac1 es una proteína homóloga a ATF/CREB1 q u e regula

la respuesta de proteínas desplegadas, la biogénesis de la membrana y el inicio

de la traducción reprimida en condiciones de estrés (Cox, Walter; 1996). Ecm22

es un elemento regulador en la expresión de genes implicados en el crecimiento

filamentoso (Vik, Rine;2001). Tec1 Factor de transcripción dirigido a genes de

filamentos (Chou, Lane, Liu; 2006). El factor SKn7 es un regulador de la respuesta

nuclear y factor de transcripción, requerido para la inducción óptima de genes de

choque térmico en respuesta al estrés oxidativo; involucrado en la

osmorregulación (Raitt, Johnson, Erkine et. al;2000) también se ha visto que Skn7

sufre regulación de la localización nuclear por Swi/snf.

Ace2 y Swi5 son parálogos, Ace2 es un factor de transcripción que cumple

funciones en la meiosis destruyendo el septum después de la citocinesis

(Dohrmann,  Voth,  Stillman;  1996),  Swi5  recluta  a  complejos  mediador
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Swi/Snf, también activa la transcripción de genes expresados en el limita de la fase

M/G1 y la fase G1 (Bhoite, Yu, Stillman; 2001) Swi5 al reclutar a la proteína Swi/Snf

un complejo de remodelación de la cromatina dependiente de ATP, necesario para

la regulación positiva y negativa de la expresión génica de un gran número de genes.

Cambia la estructura de la cromatina al alterar los contactos entre el ADN y las

histonas dentro de un nucleosoma, lo que finalmente conduce a un cambio en la

posición del nucleosoma, lo que facilita o reprime la unión de factores de

transcripción específicos del gen (Monahan, Villén, Marguerat, et. al; 2008). Dado

que reconoce los mismos sitios regulatorios que los represores Mig1, Mig2 y Mig3

podría estar reprimiendo genes. Mig1, 2 y 3 son proteínas represoras de unión al

ADN que contienen dedos de zinc (Lutfiyya, Iyer , DeRisi, DeVit; 1998), su función

es reprimir la transcripción de genes cuya expresión se interrumpe cuando hay

glucosa presente, estas pueden ser enzimas que codifican para la utilización de

azucares como maltosa, sacarosa o galactosa (Lewis, Gasch; 2013). En el caso de

Mig 1 y 2 se sabe que en presencia de glucosa estos se ubican en el núcleo para

reprimir al gen CAT8 un factor de transcripción que desreprime genes que

normalmente no se expresan en glucosa (proteína que identificamos en presencia

de Glicerol), cuando hay escases de glucosa, Mig 1 y 2 son fosforiladas por el

complejo quinasa Snf1 permitiendo la expresión del gen CAT8, una vez fosforilado

es exportado al citoplasma por la exportina nuclear Msn5 (Carlson; 1999), e

interactúa con Opy2 desencadenando la vía MAPK para regular genes en el

crecimiento filamentoso y biofilm, este fenómeno sucede debido a su cambio de

patrón de crecimiento debido a la limitación de nutrientes (Karunanithi, Cullen;

2012). Un gen relevante con expresión diferencial fue gls1 (ncRNA

SPNCRNA.3447), una glucosidasa enzima que catalizan la hidrólisis de enlaces

glucosídicos para generar glúcidos menores, forma parte de la regulación celular. 
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(Gallo, Valko, Aramburu, et. Al 2018).

Se mostró que el ncRNA SPNCRNA.2973 se expresa de forma específica en

presencia de Glicerol, y el mRNA en la cadena opuesta que codifica para la proteína

gld1 también se expresa en esa condición y lo encontramos en los enriquecimientos

de proteína en el programa STRING y también se encontró motivos que son

reconocidos por los factores de transcripción Cat8, Nrg1,2 y Msn1. Cat8 es activador

transcripcional del grupo de zinc; necesario para la desrepresión de una variedad de

genes en condiciones de crecimiento no fermentativo, por lo que es coherente dado

que Glicerol es considerada como fuente de carbono no fermentable, Cat8 se puede

activar después del cambio diáuxico, es decir cuando se encuentra dos sustratos

diferentes utilizados como dos fuentes de carbono para el crecimiento de levadura,

se une a elementos sensibles a la fuente de carbono; la distribución relativa al

núcleo aumenta con el estrés de replicación del DNA (Hedges, Proft, Entian; 1995).

Nrg1, 2 son represores transcripcionales, cuando la levadura crece en glucosa estos

FT se encuentran en el núcleo reprimiendo genes que se expresan en escases de

glucosa, cuando hay escases de glucosa, estos FT se asocian con la proteína Snf1

para regular negativamente una variedad de procesos involucrados en el crecimiento

filamentoso y biofilm (Kuchin, Vyas, Carlson; 2002).
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Al igual que en el caso de glucosa, hallamos un ncRNA antisentido que se expresa

a la par de su mRNA, y el mRNA codifica una proteína relacionada con la

asimilación de glicerol, esto indicaría que este ncRNA estaría involucrado en la

regulación metabólica de la levadura y que los factores de transcripción estarían

regulando a los ncRNAs.

En el programa STRING identificamos enriquecimiento del proceso biológico de

Transporte transmenbranal de hexosa. En este caso 3 transportadores de

Hexosas, dos de ellas ght2 (ncRNA SPNCRNA.6127) y Ght8 (ncRNA

SPNCRNA.6753) las cuales se expresan en ausencia de glucosa y el tercer

transportador sut1 (ncRNA SPNCRNA.3760) como captador de maltosa como

fuente alternativa, estos también tenían una expresión diferencial significativa de

ncRNAs.

Sólo fue posible identificar motivos de unión a FT en el gen ght2 que fueron Pdr3,

Gsm1, YLL054C, Hal9, Stb5, Yrm1, Asg1, Cat8, Aro80 y Leu3. La expresión de

PDR3 es un activador transcripcional que se regula en ausencia de crecimiento

celular provocado por la limitación de glucosa o nitrógeno (Zampar, Kümmel, Ewald

et. al; 2013), de Gsm1 se sabe poco, pero se ha propuesto que puede participar

en la regulación del metabolismo energético (Deng, He , Wu ,et. al; 2005). El FT

YLL054C se desconoce, pero por su similitud con Pip2 podría estar involucrado en

la proliferación de peroxisomas (Ahmed Khan, Zhang, Ismail T. et. al; 2000). Hal9

factor de transcripción putativo que contiene un dedo de zinc que tolera

condiciones de estrés (Mendizabal, Rios, Mulet; 1998). Stb5 es un factor de

transcripción involucrado en la regulación de resistencia a fármacos y la respuesta

al estrés oxidativo (Larochelle, Drouin; 2006). Yrm1 es un factor de transcripción
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de dedo de zinc implicado en la resistencia de fármacos (Lucau- Danila, Delaveau,

Lelandais; 2003). Asg1 es una proteína clúster de zinc cuya función se piensa

puede ser un regulador transcripcional involucrado en la respuesta a estrés, regular

la utilización de ácidos grasos y la acumulación de lípidos (Jansuriyakul, Somboon,

Rodboon et. a 2016). Leu3 es un factor de transcripción que regula genes

involucrados en la biosíntesis de aminoácidos y de leucina (Friden, Schimmel;

1998). Algunos FT tenían dedos de zinc, de los cuales los más relevantes fueron

Cat8, Pdr3, Asg1 y YLL054C. Otros genes que tenían regiones regulatorias

reconocidas por las proteínas antes mencionadas fueron gld1 y msy2

(SPNCRNA.3923) una proteína de canal de iones, involucrado en la homeostasis

y se expresa en presencia de glicerol, en el crecimiento respiratorio de la célula,

su ncRNA se expresa también de forma significativa (Malecki  and Bähler; 2016).

Otro clúster interesante fueron los factores de transcripción Msn1, Nrg1, 2 y

YGR067C.YGR067C es una proteína que se desconoce su función, pero se sabe

que es muy similar a Adr1 (un activador transcripcional) (Böhm, Frishman,

Mewes; 1997), Msn1 es un activador transcripcional involucrado en la regulación

de la expresión de genes, esta se encuentra en el núcleo y responde al estrés

osmótico, su supresor al igual que Msn2 y Msn4 es la proteína Snf1 (Tkach, Yimit,

Lee, Riffle, et. al; 2012), en cambio las proteínas Nrg1 y 2 son represores

transcripcionales, se sabe que en presencia de glucosa se reclutan con el complejo

Cyc8p-Tup1p y reprime genes que estarían expresados en escases de glucosa

(Zhou, Winston ; 2001), al igual que Msn1 comparte como supresor la proteína

Snf1 (Kuchin , Vyas , Carlson; 2002). Al reconocer la misma región conservada,

indicaría que, en presencia de glucosa, Nrg1 y 2 reprimen genes que están

involucrados en las vías metabólicas relacionados con la respiración celular de la

levadura, en cambio en presencia de Glicerol esta misma región es reconocida por
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activadores como Msn1 y YGR067C que permitirían la expresión de estos genes.

Al analizar el mapa de regiones regulatorias, encontramos que los genes junto con

su ncRNA se expresan significativamente, los cuales fueron el gen aco1

hidratasa de acónito (ncRNA SPNCRNA.3369), cataliza la isomerización de

citrato a isocitrato vía cis-aconitato, contribuye a la tolerancia al estrés oxidativo y

juega un papel importante en la respiración celular (Moeder, Del Pozo, Navarre et.

Al; 2007), nuevamente encontramos el gen gld1 y el gen plb1 (ncRNA

SPNCRNA.2467) una fosfolipasa involucrada en respuestas de estrés osmótico,

lo cual podría ser provocado por la presencia de glicerol y también cataboliza

procesos de glicerofosfolípidos (Yang, Du, Hoffman, Marcus; 2003).

En presencia de glicerol también encontramos un grupo factores de trancripción

relevantes en el clúster 8, como Msn4, Rgm1, Gis1, Adr1, YER130C, Rph1, Rei1,

YGR067C, Rds2, Msn2, Nrg1 y Mig2. Rgm1 es factor de transcripción putativo de

unión al ADN con dedos de zinc; contiene dos dedos de zinc C2H2 N-terminal y un

dominio rico en prolina C-terminal; la sobreproducción perjudica el crecimiento

celular e induce la expresión de genes implicados en el catabolismo de

monosacáridos y el metabolismo de aldehídos (Estruch; 1991). Gis1 es una

histona desmetilasa y factor de transcripción; regula los genes durante la limitación

de nutrientes (Pedruzzi, Bürckert, Egger, De Virgilio; 2000). YER130C es un

homólogo de C. albicans (MNL1) juega un papel en la adaptación al estrés (De

Nicola, Hazelwood, De Hulster et. AL; 2007) Rph1 es una histona desmetilasa se

asocia con regiones transcritas activamente y promueve la elongación; represor

de genes relacionados con la autofagia en condiciones repletas de nutrientes y

también está asociado al estrés (Schroeder, Raimundo, Shadel; 2013). Rei1

involucrado en el crecimiento de brotes en la red de señalización mitótica (Iwase,

Toh-e; 2004). YGR067C se desconoce su función, pero es muy similar a Adr1

(Böhm, Frishman, Mewes; 1997). Rds2 es un factor de transcripción implicado en

la regulación de la gluconeogénesis; también involucrado en la regulación de los

genes del ciclo del glioxilato; miembro de la familia de proteínas del clúster de zinc,
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se ha visto expresada en fuentes de carbono no fermentables (Soontorngun,

Larochelle, Drouin, at. Al 2007). Mig2 se identificó en motivos en condiciones de

glicerol, probablemente reconoce el motivo y lo reprime en condiciones de glucosa.

Como vimos anteriormente estaría ocurriendo algo similar con los FT Msn2, 4 y

Nrg1, en la levadura Saccharomyces cerevisiae se ha comprobado que los

represores transcripcionales Nrg1 y Nrg2 reprimen genes involucrados a respuesta

a estrés en presencia de glucosa y que estos mismos genes son objetivo de los

activadores Msn2 y 4 (Vyas, Berkey , Miyao, Carlson;2005), el cual desreprimen

genes relacionados a las vías de β-oxidación de ácidos grasos y peroxisomas,

Msn2 y 4 aumentan en condiciones de agotamiento de glucosa, ya que como

fuente de carbono utiliza los ácidos grasos y para evitar el exceso de ácidos grasos

e intoxicar a las células Msn2 y 4 mantienen la homeostasis energética durante el

estrés a la falta de glucosa, se ha encontrado que el FT Adr1 está involucrado en

la regulación de genes peroxisomales(Rajvanshi, Arya , Rajasekharan; 2017 ).

Adr1 también es capaz de asociarse con la proteína CAT8 (un FT que también

hallamos) para desreprimir genes en condiciones de escases de glucosa

(Tachibana, Yoo, Tagne, Kacherovsky, Lee; 2005), de estos genes el que tuvo

mayor expresión fue aco1, encontramos genes como isp6 (ncRNA

SPNCRNA.3145) y sep1(ncRNA SPNCRNA.5979) con una expresión

relativamente media y ambos se encuentran involucrados en la respiración

celular(Malecki, Bähler; 2016).

Finalmente, se realizó la búsqueda de FT que estuvieran involucrados en la

transcripción de genes codificantes, en el caso de gld1 y ght2, encontramos los Fs

UGA3 un activador transcripcional para la inducción dependiente de GABA de

genes GABA; se une a los elementos de ADN que se encuentran en los promotores

de los genes diana y aumenta su expresión en presencia de GABA (André; 1990)

y FKH2, factor de transcripción de la familia Forkhead; activador limitante de la

velocidad de los orígenes de replicación; regulador conservado evolutivamente de

la esperanza de vida; se une a múltiples elementos cromosómicos con distintas

especificidades, dinámica del ciclo celular; regula positivamente el alargamiento



52

transcripcional; facilita la agrupación, la activación de los orígenes de replicación

de activación temprana(Hollenhorst , Pietz, Fox; 2001) en ght8 encontramos Sko1,

un factor de transcripción cremallera de leucina básica de la familia ATF/CREB;

forma un complejo con Tup1p y Cyc8p para activar y reprimir la transcripción;

proteína citosólica y nuclear implicada en las respuestas al estrés oxidativo y

osmótico(Rep, Proft M, Remize, et.Al 2001), Yap7es un represor transcripcional

de la óxido nítrico oxidasa(Merhej, Delaveau, Guitard et.Al ;2015),Yox1 es un

represor transcripcional Homeobox(Kaufmann E.; 1993). Pho2, factor de

transcripción homeobox; los objetivos reguladores incluyen genes implicados en el

metabolismo del fosfato (Liu C, Yang Z, Yang J, et

al; 2000),Leu3 un factor de transcripción de nudillos de zinc, represor y activador

(Baichwal , Cunningham, Gatzek; 1993) y plb1 se encontró a Sum1 es un represor

transcripcional que regula genes de esporulación media también actúa como

factor  general  de  iniciación  de  la  replicación (Irlbacher,  Franke  et al; 2005)

Cabe aclarar que al ser un análisis bioinformático debemos usar la información

que está disponible. En este caso, las matrices se compararon con la base de datos

de Factores transcripcionales de S. cerevisiae porque no hay una base de datos

para FT de S. pombe. Sin embargo, se sabe que muchos de estos FT están

relacionados o se comparten entre levaduras y en estudios que se han llevado a

cabo, existen un cuadro comparativo de redes regulatorias para múltiples especies

relacionadas por una filogenia conocida, el cual puede incorporar complejas

relaciones de ortología de que surgen de la duplicación de genes, y analizaron qué

FTs como Com2, Msn4, Msn2, Nrg1, Nrg2, Mig1, YGR067C,Mig2, Mig3, Mlp2,

Mlp1, Rgt1, Tul1, Eds1, Hsf1, Mga1, Sfl1, Hms2, Skn7, Gis1, Rph1, Aft2, Aft1,

Adr1, Bud27, Rsf2, y Tda , entre muchos otros, se conservaban en especies como

saccharomyces cerevisiae C. glabrata S. castellii K. lactis C. albicans S. pombe

(Koch, Konieczka, Delorey, Lyons, et al;2017) así como sus sitios de

reconocimiento  a  DNA.  Faltarían  más  experimentos  precisos
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relacionados a la asociación de la interacción de proteínas con su mRNA y su

ncRNAs, también obtuvimos varios FT en una región regulatoria por ser parecidos,

ya sea por pertenecer a la familia de dedos de zinc o eran parálogos, por la literatura

se sabe que algunos interactúan simultáneamente.

Vía Metabólica

FiG. 21 En la siguiente imagen se muestra los ncRNAs identificados con expresión diferencial significativa,

al tener como fuente de carbono el glicerol, este será transportado por ght2 y ght8, posteriormente la

proteína gld1 y su ncRNAs se expresarían y catalizarían al glicerol con la ayuda de una NAD+ para formar

una dihidroacetona, DAK 1 y DAK 2, estos genes que normalmente están reprimidos en glucosa, estas

fosforilan a la dihidroacetona para poder entrar a la vía de la glucólisis, posteriomente al ciclo de Krebs y

a la respiración celular, por ser  una  fuente  de  carbono  no  fermentable.

También se identificaron los factores de transcripción Msn2 y 4 que activan genes involucrados a la beta-

oxidación  de  ácidos  grasos  y  encontramos  e x p r e s i ó n   ncRNAs  en

esos genes, los cuales sus productos también se dirigen a la respiración celular.
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Fig. 22 En condiciones de glucosa, encontramos represores trancripcionales, como Mig 1,2,3 y otras proteínas

que reconocen a la misma región, probablemente formando un complejo y reprimiendo genes que se

expresarían  a  falta  de  glucosa  como  CAT8,  un  FT  que  también  se

identificó.
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Fig. 23  En  condiciones  de  glicerol,los  represores  trancripcionales,  como  Mig  1,2,3  se  fosforilan  por

la proteína Snf1 y salen al citoplasma con la ayuda de la exportina Msn5, permitiendo la trancripción y 

expresión de CAT8.
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Fig. 24 Una vez traducida CAT8 es capaz de asociarse con proteínas como Adr1 y unirse a sitios de unión

especificas y desreprimir genes que normalmente están reprimidos en glucosa, en este caso se identificaron

ncRNAs y mRNAs que se expresan a la falta de glucosa. A la falta de glucosa, se sabe que Mig 1,2 se fosforila por

Snf1 y sale al citoplasma unirse a Opy2 y desencadenar la vía de fosforilación MAPK y funcionar como un

activador de los factores de trancripción Ste12+Tec1 que estan involucrados en el crecimiento filamentoso y la

formación de Biofilm, (ocurre algo similar con Ngr1, 2).
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Fig.  25  Identificamos  que  el  FT  Nrg1  reconoce  el  mismo  sitio  que  los  FT  Msn  2  y  4  ,  probablemente

Nrg1  sirve como represor transcripcional del mRNA y ncRNA (DUTs, antisentido) en condiciones de glucosa.
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Fig. 26 Identificamos los FT Msn2 y 4 asociados a mRNAs y ncRNAs(DUTs, antisentido) relacionados con la

asimilación del glicerol y la respiración celular, tambien se tiene reportados que Msn2 y 4 están involucrados en

la expresión de genes relacionados a la beta-oxidación y perosixomales. En nuestro trabajo tambien encontramos

FT relacionados a la expresión de peroxisomas. Como se sabe en la literatura, Nrg1 se encontraria fosforilado y

se asociaria con otros

genes relacionados al crecimiento filamentoso.
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CONCLUSIONES

Al utilizar el programa ShortStack encontramos las lecturas de los ncRNAs, estas

lecturas se analizaron con el programa IDEAMEX para determinar su expresión

diferencial, en general encontramos una mayor expresión diferencial en la

condición de Glicerol/Acetato que el de Glucosa. Comprobamos que las réplicas

de glucosa, como de glicerol se comportan de forma similar entre ellas, mostrando

que son datos confiables para el análisis bioinformático.

Hallamos ncRNAs que sólo se expresan en glucosa o en glicerol, y en algunos

casos se expresaban en ambas, realizamos la búsqueda de su mRNA y el papel

que jugaba su proteína, y concluimos que los ncRNAs tienen una regulación a nivel

metabólico y molecular.

Al analizar los enriquecimientos de proteína, encontramos transportadores de

hexosas que asimilan como fuente de carbono el glicerol.

Realizamos la búsqueda de motivos, al obtener estas matrices, se llevó a cabo

una comparación de los factores de transcripción de la levadura Saccharomyces

cerevisiae que reconocen la secuencia conservada, encontramos factores de

transcripción con una relación directa en ambas condiciones que posiblemente

estarían regulando tanto su mRNA como su ncRNA, en la base de datos

encontramos en la mayoría de los FT identificados tienen como función principal

ser represores y activadores de la expresión ncRNAs dependiendo de la fuente de

carbono. Hallamos FT que regulan la expresión de ncRNAs en condiciones de

glicerol, y en base a la literatura estos FT normalmente están reprimidas en

glucosa.

Se lograron los objetivos al identificar los ncRNAs, determinar su expresión

diferencial en ambas condiciones, hallar sus sitios regulatorios y los FT que

estarían interactuando.
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